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with  the  pathognomonic  neurofibrillary  tangles  (NFTs)  in  different  brain  regions  and 
neuropathological  stages  of  AD  is  not  clear.  We  performed  chromogenic  (CHR)  LMTK2  and 
fluorescent  phospho‐tau/LMTK2 double‐labelling  (FDL)  immunohistochemistry  (IHC)  on  10–10 
postmortem middle frontal gyrus (MFG) and anterior hippocampus (aHPC) samples with early and 
late neuropathological Braak tau stages of AD. MFG in early stage was our ‘endogenous control’ 
region  as  it  is  not  affected  by  NFTs.  Semiquantitative  CHR‐IHC  intensity  scoring  revealed 
significantly higher (p < 0.001) LMTK2 values in this group compared to NFT‐affected regions. FDL‐
IHC demonstrated LMTK2 predominance  in  the endogenous  control  region, while phospho‐tau 
overburden and decreased LMTK2 immunolabelling were detected in NFT‐affected groups (aHPC 
in early and both regions in late stage). Spearman’s correlation coefficient showed strong negative 
















axonal  transport,  synaptic  transmission  or  activation  of  unfolded  protein  response  [3–6]. Under 
pathological circumstances,  the phosphorylation  level of  tau  is 3‐  to 4‐fold higher  than  in normal 
brains  [7]. Hyperphosphorylated  tau  is prone  to  self‐aggregation  as well  as  to  gain  toxic  ability 
through sequestering normal tau and other microtubule‐associated proteins, resulting in microtubule 
disassembly  [8].  Braak  and  Braak  first  described  the  hierarchy  of NFT  spreading  in  the  central 
nervous system [9]. They established six stages based on the affected brain regions: transentorhinal 
stages  (I‐II);  limbic stages  (III‐IV); and  isocortical stages  (V‐VI).  In general, NFT burden  inversely 
correlates with the number of surviving neurons, proposing that neurofibrillary lesions have a key 
role in degenerative changes and apoptotic cell loss in AD [10]. The latest studies suggest that there 
is  a  link  between  the  expression/activity  of  recently described  lemur  tyrosine  kinase  2  (LMTK2) 
protein  and  tau  hyperphosphorylation  [11–13].  Despite  its  name,  LMTK2  is  a  member  of  a 
membrane‐anchored serine/threonine‐specific protein kinase family [14–16]. The enzyme is involved 
in  the  orchestration  of  vital  physiological  processes  such  as  axonal  transport,  apoptosis  or 
neurogenesis [11,12,14,17,18]. Alterations of LMTK2 level may contribute to neurodegeneration by 
disrupted axonal transport, enhanced apoptosis and tau hyperphosphorylation [11]. We previously 
described  decreased  LMTK2  level  in  human  postmortem AD  brains  compared  to  age‐matched 
controls  [13]. Our  immunohistochemical  (IHC) results were  in accordance with other human and 
animal model studies [12,19]. However, the expression pattern of LMTK2 in different brain regions 
and neuropathological  stages of AD has not been  investigated yet. Moreover,  the question  as  to 

















evaluation  included  standardized  scales,  and  cognition  was  measured  using  MMSE  and  a 
neuropsychological test battery. In addition, blood tests and MRI scans were performed to rule out 
other causes  for cognitive decline. More details of  the study design are provided  in our previous 














HT‐05‐13  M  70  25  II  ε3–ε3 
HT‐09‐13  M  77  22  III  ε3–ε3 
HT‐11‐13  F  55   23  I  ε3–ε4 
HT‐20‐13  M  64  26  I  ‐ 
HT‐03‐14  M  72  16  III  ε3–ε3 
HT‐13‐13  F  80  13  VI  ε3–ε4 
HT‐14‐13  F  84  13  VI  ε3–ε3 
HT‐06‐14  M  77  6  VI  ε3–ε4 
HT‐10‐14  M  68  7  VI  ε4–ε4 

















goat  serum  for  an hour  at  room  temperature. Sections were  incubated with  anti‐KPI‐2  (LMTK2) 
primary antibodies (clone H9, SantaCruz Biotechnology)  in 1:100 concentration overnight at 4 °C. 
Goat  anti‐mouse  biotinylated  secondary  antibody  (Agilent/Dako)  were  applied  in  1:200 
concentration for an hour at room temperature. For visualization, VECTASTAIN Elite ABC HRP Kit 
(Vector  laboratories) and 3,3’‐diaminobenzidine  tetrahydrochloride  (DAB) reagent  (Sigma‐Aldrich 
10 mg  tablets) were used. Nuclear  counterstain,  antigen  retrieval  solution  and working  solution 
(rinsing  and  dilution)  were  Harris  hematoxylin,  Tris(hydroxymethyl)aminomethane‐
Ethylenediaminetetraacetic acid (TRIS‐EDTA; 10 mM TRIS Base, 1 mM EDTA, pH 9.0) and 20 mmol 





Dewaxing,  antigen  retrieval,  nonspecific  site  blocking  and  preparation  of  primary  anti‐LMTK2 
antibody  were  the  same  as  with  the  CHR‐IHC  method  described  above.  However,  in  FDL‐IHC 
endogenous  peroxidase  blocking,  biotinylated  secondary  antibody,  chromogenic  reagents  and 














Slides  were  scanned  with  Panoramic  MIDI  II  (3DHISTECH  Ltd.).  Using  Panoramic  Viewer 
software (3DHISTECH Ltd.), we took 10‐10 high magnification (400×) random consecutive images per 











in  neurons:  (A)  strong  positivity  (3+);  (B) moderate  positivity  (2+);  (C) mild  positivity  (1+);  (D) 






























signal was measured, and  if X =  −1,  then 100% green  signal was observed,  corresponding  to  the 
measured neurons of groups. 
It is important to emphasize that while CHR‐IHC analysis was carried out to compare the mean 
LMTK2  intensity  scores  between  the  groups,  FDL‐IHC was  performed  in  order  to  evaluate  the 
percentage distribution of phospho‐tau/LMTK2 signals within an experimental group. 
2.6. Statistical Analysis 






(IBM Corp.)  software  for statistical analysis;  the dependent variable was LMTK2 CHR‐IHC data, 









2.92,  1.07–1.7,  1.22–1.81  and  1.00–1.55  in  the  early  neuropathological  stage  MFG,  early 
neuropathological stage aHPC, late neuropathological stage MFG and late neuropathological stage 
aHPC, respectively. However, their standard deviations were almost identical and results followed 
normal distribution rendering  them suitable  for statistical analysis. The calculated mean  intensity 




mean LMTK2  immunolabelling  intensity  scores compared  to  the  relatively  spared middle  frontal 
gyrus in early neuropathological stage (Figure 2). Among the LMTK2 intensity scores of the three 













(MFG  in  early  neuropathological  stage),  while  phospho‐tau  overburden  and  decreased  LMTK2 






Figure  3.  Lemur  tyrosine  kinase  2  (LMTK2)  and  phospho‐tau  fluorescent  double‐labelling 
immunohistochemistry  in  the  middle  frontal  gyrus  (MFG)  in  early  (A–C)  and  late  (D–F) 
neuropathological  Braak  tau  stages.  LMTK2  immunolabelling  (red)  dominates  the  early 










Figure  5.  Phospho‐tau  and  lemur  tyrosine  kinase  2  (LMTK2)  double‐labelling  fluorescent 
immunohistochemistry signals of the middle frontal gyrus (MFG) and anterior hippocampus (aHPC) 
in early (dotted light gray boxes) and late (dotted dark gray boxes) neuropathological Braak tau stages 




Statistical  analysis  (Spearman’s  correlation) was  performed  on  the  red  (LMTK2)  and  green 
(phospho‐tau)  channel  data  of more  than  fourteen  thousand  ROIs  to  assess  correlation.  Perfect 
negative  correlation  (Spearman  rank  order  correlation  coefficient  =  −1)  was  observed  in  each 






  MFG  aHPC  MFG  aHPC 
Spearman Rank Order Correlation Coefficient  −1  −1  −1  −1 
p‐Value  0.0000002  0.0000002  0.0000002  0.0000002 
Mean (Red; Green)  0.946  0.054  0.349  0.651  0.273  0.727  0.215  0.785 
Standard deviation  0.087  0.233  0.237  0.159 
Standard error  0.00175  0.00468  0.00349  0.00238 













In  accordance with  our  findings,  recent  studies have  shown decreased LMTK2  level  in AD 
[12,13,19]. A  genome‐wide  gene  expression  analysis  detected  reduced LMTK2  expression  in  the 
cortex of transgenic Tau P301L mice [19]. Mórotz et al. recently reported a western blot analysis on 





in  the middle  frontal gyrus of patients with Braak  stage VI pathology  compared  to age‐matched 
controls  and neocortical Lewy  body disease  (LBD)  cases  [13]. Because LBD‐specific Lewy  body‐
















The  generated  CDK5/p25  complex  has  prolonged  half‐life  and  activity  contributing  to  tau 




In  AD  the  functional  impairment  of  LMTK2  is  associated  with  its  decreased  expression. 
However, there are no available experimental data on the mechanism(s) leading to reduced LMTK2 
level. Nonetheless, a recent theory suggesting that neurodegeneration is the cancer of neurons may 
serve  as  a potential  explanation  [39–41]. Because neurons  are  terminally differentiated  cells  it  is 
possible that certain noxious stimuli which cause uncontrolled proliferation in other organs result in 
aberrant cell cycle re‐entry with degenerative changes and apoptosis in nerve cells [42–47]. The role 
of LMTK2 has been  investigated  in  several malignancies, particularly  in prostate  cancer  [48–51]. 
Harries et al. reported reduced LMTK2 expression in prostate adenocarcinoma, compared to benign 
prostate hyperplasia [50]. They proposed that a previously described [52] rs6465657 single nucleotide 
polymorphism  (SNP)  in  the  intron  9  of  LMTK2  in  prostate  cancer  is  a  loss‐of  function  variant 
contributing  to  tumorigenesis;  thereby, LMTK2  acts  as  a  tumor  suppressor/proapoptotic protein. 
Aberrant cell cycle reactivation increases cyclin D and cyclin E expression as well as enhances the G1 
and  G2  phase  cyclin  dependent  kinases’  (CDKs)  activity  resulting  in  retinoblastoma  protein 
phosphorylation and accompanying E2F release in neurons [53–58]. E2F suppresses the expression 
of proapoptotic genes and transactivates downstream cell cycle genes, leading to the progression of 









and  APOE  gene  polymorphism  did  not  influence  the  LMTK2  CHR‐IHC  results.  It  has  been 
demonstrated that LMTK2 reduction is strongly associated with NFT pathology and it is not a tau‐
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